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KWANTITERING IN DE BLOEDSTOLLING
DOOR
D R .  H .  C .  H E M K E R  *
Het onderzoek op het gebied van de bloedstolling staat in een kwade reuk.
Zowel medici als biochemici zljn over het algemeen van mening, dat een
chaotische hoeveelheid stollingsfactoren oP chaotische wijze door een aantal
monomanen-bestudeerd wordt en trekken daaruit de conclusie, det zij het'
onderwerp terzijde kunnen laten. Toch moet het mogel{k zijn vanuit onze
huidige fragmentarische kennis een eenvoudig en begrijpelijk beeld van de
stollingsfysiologie te ontwerpen. Een dergelijk beeld moet bestaan uit
postulaten die het reactiemechanisme van de bloedstolling schetsen. Geen van
deze postulaten moet overbodig zljn, llrra;ar tezamer' moeten zij de bekende
verschijnselen kunnen verklaren. Een dergelijk stelsel van onderstellingen
zal dar_ zijn deugdelijkheid moeten bewijzen; en wel doordat het naast een
kwalitatieve interpretatie van de proefresultaten (zoals b.v. correctie van een
deficidnt plasma door een ander defici€nt plasma), ook een interpretatie in
kwantitatieve zin mogelijlc maakt; dat wil dus zeggen een interpretatie
die antwoord geeft op de vraag: 'wat is de wetmatigheid die ten grondslag
ligt aan de variatie van de stollingstijd met de concentratie van een stollings-
factor?' 
-Wij 
zullen ons hier beperken tot het schetsen van enkele asPecten
van het zoeken naar dergellke wetmatigheden in het zogenaamde 
'extrinsic
system' van de bloedstolling: het stollingsmechanisme, waarin de eiwit-
factoren I, II, V, VII en X tezamen met weefselbestanddelen reageren tot
uiteindelijk fibrine gevormd is. De kwalitatieve onderstellingen (no. r en z)
zljn voornamelijk gebaseerd op het werk van Btccs, Mecranr.lNr, EsNour
e.a. (r, 2,3).De naamgeving is die voorgesteld door het International Com-
mittee on the nomenclature of bloodclotting factors.
Onderstelling I
Het stollingsproces voltrekt zich als een keten van proteolytische reacties,
en wel zo, dat het produkt van de ebrste reactie een enzym is, dat de tweede
reactie io g*g zet, etc.
Op deze wijze wordt dus iedere in het plasma aanwezige stollingsfactor
orrgezet in zijn geactiveerde vorm. De geactiveerde vorm duiden wij aan
* Uit de Afdeling Hematologie van de Interne Kliniek vau het Academisch Ziekenhuis te Leideu
(tloofd: Prof. Dr, J. Muronr).
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met de index a. Ca+ + ionen zijn voor dit proces noodzakelijk. De weefsel-
factoren hebben een katalytische (mogelijk oppervlakte katalytische) functie.
Onderstelling II
Het reactiemechanisme van het extrinsieke stollingsproces betreft de factoren
I, II, V, VII en X die als volgt tezamen reagerenl
VIIa
VIIa
Xa
__> Va
lla (: trombine)
fibrine
Verfijningen van dit schema, die b.v. de inactivering van Va en IIa zouden
verklaren, zullen wij buiten beschouwing laten'
Onderstelling III
De stollingssnelheid varieert omgekeerd evenredig met de stollingstijd.
Algemeen wordt aangenomen, dat de eerste polymerisatie van het fibrine-
monomeer een niet-enzymatisch proces is' Deze polymerisatie zal dus op-
treden zodra de gemiddelde onderlinge afstand der monomeren een kritische
grenswaarde overschrijdt. Dit wil zeggeni zodra er een kritische concentratie
fibrine monomeer is bereikt. Het is logisch te bedenken, dat bij een verdub-
belde stollingssnelheid deze concenrratie - die immers bij gellike temperatuur,
pH, ionensterkte etc. gelijk is - in een tweemaal zo kleine tijd bereikt wordt.
in het algemeen dus: dat de stollingssnelheid omgekeerd evenredig is aan de
stoilingstijd.
Onderstelling IV
De stollingssnelheid in een systeem waarin 66n factor (als beperkende factor)
in wisselende kleine concentfaties aanwezig is, en andere factoren in overmaat'
is recht evenredig met de snelheid van de reactie waarin de beperkende factor
fungeert.
Er z$n weinig argumenten aen te voeren om deze onderstelling te steunen.
Immers, de snelheid van een enzym-produktie als functie van de tlid zal
(r)
(b)
(.)
(d)
G)
Xa
Va
IIa
X
a :( l
i
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geïnte greerd moeten worden, wil men de functie van substraatpr oduktie 
tegen de tijd weten. AIs het substraat weer een enzym is, is hernieuwde inte-
gratie noodzakelijk. Dit zou inhouden, dat de uiteindelij ke snelheid van fibrine -
vorming op zeer ingewikkelde wijze van b .v. de factor X omzetting afhangt. 
In de praktij k echter blijkt het mogelij k deze complicaties terzijde te laten; 
misschien w el juist omdat wij de stollingssnelheid aIs omgekeerde van de 
stollingst ij d meten. Zo nder dat dus deze hypothese van enig inzicht in het 
reactiemechanisme getuigt, is het een noodzakelijke onderstelling aIs men tot 
kwantitering van zijn proefresultaten wil komen. Gelukk ig is de hypothese 
tot nu toe nog niet weerlegd door de uitkomsten van onze proeven. 
Onderstelling V 
Het standaardmodel van de enzym-kinetica (zie b.v. 4 en 5) is op de reacties 
binnen het stollingsproces van toepassing. Aan de voorwaarden voor de 
geldigheid van de Michaelis-Menten for mule is in een stollingsproef voldaan; 
met uitzondering van één, er is n.1.onder onze omstandigheden waarschijnlijk 
nooit een overmaat substraat t.O.V. de beschikbare hoeveel heid enzym in het 
reactiemedium aanwezig. 
De onderstelling houdt in, dat w-u het reactiemechanisme van één stap 
schrijven aIs: 
E + S +-- ) ES (f) 
k 
-1 
ES k2 ~ E + P (g) 
W aarin : E enzym; S = substraat ; ES enzymsubstraat complex ; 
P = produkt. 
Waarna wij , uitgaande van de onderstelling dat de hoeveelheid ES in de 
opgang zijnde reactie onder on ze proefomstandigheden constant is, kunnen 
stellen : 
d ES 
- - k1 [E] [S] - k [ES] - k2 [ES] o (1)dt - - / 
d [Pl _ k [ES] dt - 2 
Hierin 1S: v = reactiesnelheid ; [E] = concentratie vrij enzym ; [S] = con -
cen tratie vrij substraat; [ES] = concentratie enzymsubstraat 
compl ex ; stel verder dat : [Et] = de totale hoeveelheid enzym die 
v 
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in de proef aanwezig is' en [St] : de totale hoeveelheid substraat
die aanwezig is, dan geldt:
s t : [E ]  + [ES]
s t : [S ]  + [ES l
Uit deze formules (t, 
", 
3, +) laat zich afleiden' dat:
I I K
l _
- 
tEl [s] [El . [s]
(3)
(4)
(J)Y
v
; iA i
/  k , * k o \
lwaarin X : #l\ K r /
Omdat wij ondersteld hebben, d"t I .rr.n..dig is met t (t: stollingstijd),
kunnen wij deze formule ,.hrilrr"ot"l',
I I K
t . h . : * + - + -  ( 6 )
tEl 
' [s] tEl . [s]
(h : constante)
Dit leert ons, dat de stollingstijd recht evenredig zA vatilren met r/S als E
constant is en met l/E als S constant is.
Onafirankelijk.r"n i. \rr""g of de varierende factor zich in het testsysteem als
een enzym odd, ."o ,obrtr-"rt gedraagt, de stollingstijd zal recht evenredig
moeten vari€ren met het omgekeerde van de concentratie van de te testen
factor.
Dan is nu het moment gekomen waaroP ons stelsel van hypothesen aan
de praktijk getoetst moet worden. In een testsysteem voor factor II' bereid
"1, 
i.r"hr"rr.t door LorucER e.a.' voegen wij van z ofo tot' ro o/o protrombine
in de vorm van verdunningen van normaal plasma toe en meten de stollings-
tijden (o). 1 om enige betrouwbaarheid van de verkregen getallen te waar-
blrgenwerd.o pl"rti"', getest van rro verschillende normalen' zowel indivi-
duei 
"h 
g"pool.d. Teven"s werd 5r maal de zgn' leeg-waarde gemeten' onder
leeg-waarde verstaan wii de stollingstijd van het reagens waaraan geen ver-
d,rirrirrg van normaal pl"t*" is toegevoegd, maar alleen de verdunnings-
vloeistof.
De resultaten zijn vermeld in tabel I'
1 Onze dank gaat uit naar collega J. v, D. MEBR, die deze bepalingen uitvoerde in het kader van een
groter onderzoek,
i
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TABEL I TABLE I
Het verband tussen stollingstijd en protrombine-concentratie
Relation between clottiag tims aud prothrombine level
toegevoegd
added
507
I O
5
J r J J
'2 ,5
o
395
r8a
29
49
9o
312
5 r
22.4 + o.r
z7.o + o.3
29.6 + r.o
3r.o + 0.6
33.8 * o.5
36.j * o.4
67.2 + 2.2
atn'wezig
present
I I . 33
6.33
5.33
4.66
3.83
J . J J
r.33
Kolom r geeft de hoeveelheid 6ctor II toegevoegd. aan factor ll-reagens in de
vorm van normaal plasma, kolom 2 geeft, het aantal wearnemingen. Kolom3
de stollingst{d m"tl"t 95 o/o betrouwbaarheids-interval en kolom 4 de hoe-
y'ffactorU,r.lf
3 s o
o
E
o
o
.s
-s 
zo
it
-ii, 
',j', t"V, 1iz,A th
Fig. r. Verband tussen stollingstijd en toegevoegde concentratie factor II. Viermaal de stendaard-
foit o* het gerriclclelde is aangeduid als eea verticaal lijnstuk door de punten, tenzij dit lijnstuk
kleiner was dan de doorsnede van het punt
JO8 rr. c. HEMKER
veelheid factoren, zoals die in de proef aanwezigwaren; berekend zoals in de
tekst aangeduid. Reactiemedium: o.r ml factor II reagens; o.r ml weefsel-
factoren (vlg. Ownnr.r en Aas, z); o.r ml normaal plasma verdund met Michae-
lisbufibr pH z.+; o,r ml Ba SOn-geabsorbeerd osseplasma; o,r ml Ca Cl, 5o
mM.
Als wij de waarden aangegeven in kolom r en 3 van deze tabel in grafiek
brengen op een wijze, die volgens formule (o) een rechte moet opleveren,
n.l. door langs de x-as het omgekeerde van de concentratie af te zetten tegen de
stollingst{d op de y-as, dan zienwij dat er geen rechte blijkt te ontstaan (fig. t).
Op grond hiervan zouden wlj onze hypothesen kunnen verlaten. Wij kunnen
echter ook onderzoeken, of wij de complicerende factor kunnen vinden die
het afwijken van een rechte verklaart en het daardoor mogelijk maakt onze
hypothesen te handhaven.
Uit tabel r zien wij dat ook als er o o/o factorcn is toegevoegd, binnen relatief
korte tijd stolling optreedt. Dit brengt ons tot de volgende onderstelling.
Onderstelling VI
Het reagens bevat een niet te verwaarlozen hoeveelheid van de te testen
factor, dat tezamert met de toegevoegde hoeveelheid te testen factor de
stollingstijd bepaalt.
Stel to : de leeg-waarde, t" : de tijd gevonden bii den toegevoegde con-
centratie C van de te testen factor, en L : de concentratie van deze factor
in het reagens. Dan geldt, als onze onderstellingen 3, !, S en 6 juist zijn 1:
, r r Kt ! : : - I - r -
"  E  L+C  E (L+C)
(z) --, Et toh : L + E + K
I(s) -*E (L + c) t"h : L + c + E + K
(to)- (q) -- E (r + c) r"h - EL t"h : C i
- r r Ktoh :E+ t+Er (?)
+ELh  ( t " - t J  =  C  ( r  -E  t " h )  ;
f u - t c 'E t "h - r
C  
_  
ELh
(s)
(s)
('o)
(")
(tr)
( t : )
1 Om de overzichtelijkheid te bevorderen zijn hier de concentratiehaken weggelateu; voot E leze
men (E) etc.
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('+)
('s)
t o - t c  r
C
t -
I
t "  -  E t t
I
r:,t'
'  f o - t c  I
I J . - - 1 _
C
"Dit is een heel bruikbare formule; zijlee* ons hoe het verschil tussen leeg-
waardenen gevonden t{d, gedeeld door de toegeuoegde concentratie van de te
testen factor, lineair zal varidren met de b{ de concentratie behorende stol-
lingstijd. Fig. z laet zien dat dit inderdaad het geval is.
/ Fig. z. Verband tussen 
de stollingstijd en (to-ts):C. (zie tekst)
Maar de formule leerr ons meer; wij kunnen eruit afeiden, dat de hellingvan
delijnin frg. z een maat is voor r/L, dus een maat voor de concentratie van
factor II in het reagens. De term r/EL h urt lormule (I5) geeft het intercept
(M) van de gevonden lijn met de y-as weer. Is fit eenmaal gevonden dan
kan men de leeg-waarde berekenen uit de formule (afgeleid uit r5):
, : t t - M . c .
t o - t c
o ? n
p
q
'5
3 z o
o
('o)
t n  - t n
f
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Dit maakt het nauwkeurig meten van de zeer kleine hoeveelheden van een
stollingsfactor, die in het ,,reagens" aanwezig zijn mogelijk. Ons artificidle
factor II reagens bevatte r33 o/o, en het plasma van een lijder aan ernstige
congenitale hypoprotrombinemie (7) bevatte r.5r o/o protrombine; terwijl bij
een lijder aan ernstige hypoproconvertinemie r,46 o/o proconvertine in
het plasma werd gevonden (z x).
Als proef op de som zien wij in fig. 3 hoe de stollingstijd, uitgezet tegen
de ware concentratie factor II (berekend als de toegevoegde hoeveelheid plus
de in het reagens aanwezige hoeveelheid) wel een rechte oplevert (zie ook
kolom 4 van tabel r).
/lractorttlu,\
/t t/u 1A/.
)tt. 
t. Verband tussen stollingst{id en in het reactiemengsel aanwezige hoeveelheid factor II
Ook voor factor VII bleek een dergelijk verband te vinden, en voorlopige
proefresultaten duiden aan, dat ook de factoren V en X zich op deze wijze
kwantitatief laten benaderen.
Concluderend mogen wij zeggen, dat onze proefresultaten met de gestelde
hypothesen niet in strijd z{n; hetgeen ons doet vermoeden, datdezeonder-
stellingen geschikt zijn als een eerste basis voor een exacte benadering van de
stollingskinetica.
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'Wij kunnen slechts hopen, dat in de toekomst vele onverwachte proef-
resultaten ons ertoe zullen nopen het geschetste beeld te wijzigen, uit te
breiden en te verfijnen, om aldus ons inzicht in het probleem van de bloed-
stolling te verdiepen.
SAMENVATTING
Aan de hand van een stelsel van hypothesen wordt een methode ontworpen
om reacties tussen stollingsfactoren oP een enzymkinetisch exacte wljze te
benaderen. Deze methode wordt getoetst op de uitkomsten van de bepaling
van een standaardcurve voor een factor II reagens.
SUMMARY
Reactions with bloodclotting factors thus far escaped exact kinetic treatment.
In this article a set of assumptions is exposed that can lead to the enzyme
kinetics of the interaction of clotting factors. These assumptions can be sumrna-
rized as follows:
The clotting factors VII, X, V, II and I react subsequently in a chain of
proteolytic interactions, the reaction-velocity is dependent upon the factor
that is present in a limiting amount and can be measured as the inverse of the
clotting time. In this system Michaelis-Meaten Kinetics, apply, but a correction
has to be carried out for the amount of substrate present in the reagent.
Formulas are derived to effectuate this correction. When these formulas
are applied to the results obtarned in a system where factor II varies, a straight
line is indeed obtained in the Lineweaver-Burk plot. This strongly supports
the validity of our assumptions. It is shown that reagents obtained from
congenitally or artificially deficient plasmas contain a relatively large residual
amount $ to z o/o) of the factors to be tested.
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